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"Composes possedant , notamment, des proprietes inhibi- 
trices vis-a-vis de la lignif ication dans les vegetaux 
et procede pour la reduction de leur taux de lignine" 

L' invention est relative a de nouveaux 
5 composes et compositions dotes, notamment, de proprietes 
' lnhibitrices vis-a-vis de la lignif ication dans les 
vegetaux. 

Elle concerne egalement un procede de 
traitement des vegetaux afin de reduire leur taux 
10 de lignine et ses applications industrielles en parti- 
culier dans le domaine de 1' alimentation humaine et 
animale. 

Les lignines sont des polymeres phenollques elabones 
par les vegetaux, formes de motifs monomeres de trois types, 
15.* savoir d'alcools p-coumarylique, conif erylique et 
sinapylique. 

La biosynthese de ces motifs monomeres est 
realisee dans la plante, a partir de phenylalanine selon 
un processus comportant plusieurs etapes dans lesquelles 
20 interviennent de nombreuses enzymes * 

Les deux -dernieres etapes de la biosynthese des 
monomeres qui sont specif iques de la liqnification , corresoon- 
„ dent a des etapes de reduction et sont catalyses respectivement par la 

cinnamoyl :CoA reductase (designee ci-apres par CCR) et l'alcool cinnamy- 
25 lique dehydrogenase (designee par CAD). 

La teneur en lignine? et les proportions rela- 
tives des trois monomeres ainsi que leur mode de liaison 
' sont variables d'une espece a 1' autre et selon I'age et la 
nature du tissu et des cellules considerees. 
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D'une maniere generale,les lignines sontsyn- 
thetisees dans les parois des cellules telles que le 
xyleme et le sclerendxyme. assurant par la des f onctions 
importantes de soutien et de conduction. 

5 Elles constituent cependant un obstacle a 

l - utilisation optimale des vegetaux dans divers domaines. 

Ainsi, dans la nutrition animale, on cons- 
tate que des taux de lignine* importants, par exemple, 
dans les plantes f ourrageres. nuisent a la digestibilite 
10 des plantes par les animaux. 

En outre, on observe dans certaines produc- 
tions vegetales une lignif ication intense, apres la 
recolte, qui les rend rapidement impropres a la consommation. 

Ainsi, des tubercules tropicaux tels que les 
15 ignames, utilises pour 1' alimentation humaine,ne peuvent 
plus etre consommes au bout de quelques seroaines apres 
leur recolte en raison d'une nouvelle synthese de parois 
secondaires lignif iees. 

De plus, dans certaines plantes, par exemple, 
20 chez les plants de tomates, on constate un antagonisme 
entre la production de lignine et la croissancede la 
plante , une lignif ication rapide reduisant les possibilites 
de croissance cellulaire. 

Diverses solutions ont ete alors recherchees 
25 pour reduire les taux de lignine le terne general de 

lignine designe dans la suite de iV description et dans les 
revendications les differentes lignines evoquees ci-desaus 

Par mutagenese,ou par croisement, on a pu ainsi 
obtenir une hypolignif ication des plantes fourrageres 
30 conduisant a une meilleure ingestibilite et digestibilite 
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par les animaux. Toutefois, leur faible produce 
tivite ne permet pas une exploitation de telles 

varices Si l'echelle industrielle. 

On a egalement envisage d'inhiber specif i- 
quement, par voie chimique, des enzymes impliquees dans 
la biosynthese de la lignine. 

Cependant, d'une maniere generale, les inhi- 
biteurs proposes presentent 1* inconvenient d'agir sur 
d'autres constituants biochimiques importants de la plante. 

L' invention a done pour but de fournir 
de nouveaux inhibiteurs permettant de reduire le taux 
de lignine dans les plantes en agissant sur le processus 
de lignif ication sans perturber de maniere significa- 
tive la synthese de constituants biochimiques importants 
tels que proteines, acides nucleiques , chlorophylles , 
polysaccharides parietaux et autres produits. 

Elle a egalement pour but de fournir un 
procede de traitement des vegetaux permettant d'abaisser 
leur teneur en lignine d*au moins 20 a 30%. 

Elle vise, en outre, a fournir une 
famille d ■ inhibiteurs de synthese de la lignine dont 
1 'utilisation permet notamment d'ameliorer la digesti- 
bilite des vegetaux destines a 1 'alimentation humaine 
et animale et leur conservation. 

Les composes possedant des proprietes in- 
hibitrices vis-a-vis de la biosynthese de la lignine 
dans les vegetaux repondent a la formule I : 

Ar-C(R 1 ) = C(R 2 ) - Y 
dans laquelle : 

- Ar represente au moins un cycle aroma tique, 
en particulier, un groupe phenyle ou un heterocycle, 
en particulier, un heterocycle azote tel qu'un radical 
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pyridyle ou pyrimidyl . le groupe aromatique ou hetero- 
cyclique etant, le cas echeant, substitue par au moins 
un radical Z en position ortho^neta ou para 9 Z etant choisi de 
preference parmi le groupe -OH, alcoxy renf ermant rtotammeht de 
5 1 a 4 atones de carbone ,-NH 2 ,-NH (ale. oil M . },-N-(alc- ) £/ ale. 
representant un groupe alcoyle, notamment ,de 1 a 4 atones de 
carbone et M representant un radical aromatique tel 
qu'un groupe phenyle ; 

et R 2# . identiques ou differents 

10 l'un de l'autre^ representent un a tome d'hydrogene. d'ha- 
logene ou un groupe alcoyle ou alcoxy. de preference 
de 1 a 4 atomes de carbone. et 

- Y represente un groupe fonctionnel tel 
qu'un groupe de structure -g-0R r -gR t -g-SR r 

15 -C-N(R')R, - CH 2 OR # -CHfRO-OR, -CH=N-R r R^ et R* , identiques 

ou differents l'un de 1' autre representant un atone d'hydrogene,un ra- 
dical alcoyle lineaire ou ramifie .notamment del a4 atones de carbone 
un radical "^ CH 2^ n "" N \ 9 — etant un entier, identique 
ou different pour I* et , de preference de 1 a 4 , ou 

20 au moins un cycle aromatique ou encore un heterocycle, 

notamment un radical thiazolyle ou pyridine, l f atome d'azote 

etant, le cas echeant, un element de 1 T heterocycle , et les 

derives de ces groupes f onct ionnels . 

D'une maniere avantageuse, ces inhibiteurs 

25 comportent des elements de reconnaissance du site actif 
des enzymes impliquees specif iquement dans le processus 
de liqnif ication et entrent ainsi en competition avec le 
substrat des enzymes au niveau de sa fixation. 

L'activite de ces composes est d'autant 

30 plus forte que leurs elements structuraux les rapprochent 
des substrats de 1' enzyme a inhiber. 

Un groupe prefere de derives mis en oeuvre 
selon 1' invention comprend au moins un derive de formule 
I dans laquelle Y represente un groupe ester. 
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Le substituant Y # dans un autre groupe, 
presente la structure -CHoN-R. 

Dans un autre groupe de "produits, Y 
represente un radical -C-SR. Des derives de ce radical, 
5 par exemple, des groupes de structure -S-CH 2 -CH 2 -NH-OCO-R 
constituent des produits interessants. 

Un autre groupe avantageux renferme au moins 
un derive de f ormule I dans laquelle Y represente 
un ether d'alcool primaire ou seconaire. 
3^0 Dans encore un autre groupe prefere Y 

represente un derive de cetone. 

Un autre groupe prefere encore comprend, 
comme substituant Y, un radical amide de structure 
-C-N(R" )R. Des produits preferes de ce type cooprenncnt un 

8 

15 substituant Y representant un groupe -CO-NH-heterocycle t 



en particulier -CO-NH-^o"^ 0 u -CO-iT^ 



C 
ll 
S 

Des derives de ces differents groupes. 
particulierement preferes en raison de leur action inhibi- 
trice elevee vis-a-vis de la CAD comprennent des substituants 
20 R x et R 2 differents lun de 1' autre, 

Dans des composes de ce type. R^ represente 
avahtageusement un atome dhalogene (F.Cl.Br ou I), ou 
encore uh groupe alcoyle et R 2 represente un atome 
d'hydrogene. 

25 Dautres derives de ces differents groupes 

dotes d'une grande efficacite pour moduler en baisse le 
taux de lignine de vegetaux comprennent des substituants 
R^ et R 2 identiques. 

Des composes avantageux de ce type comportent 

30des substituants R jL et R 2 representant tous deux de I hy- 
drogene. 
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Independamment des significations preferees 
de Y r R 1 et R ? mentionnees ci-dessus . ou le cas echeant . 
en plus de ces significations,, des composes preferes 
renferment selon 1' invention un groupe Ar representant 
au moins un groupe ph^nyle. 

D'autres composes presentant egalement un 
5 interet au regard des applications envisagees renferment 

un groupe Ar comportant au moins un heterocycle. Des hetero- 
cycles conduisant a des produits de grande efficacite 

comprennent des groupes pyridyle ,pyrimidyle ou leurs 
derives tels que le groupe nicotinamide. 

jU En ce qui concerne le groupe -Ar. il 

s'agit d'un groupe non substitue ou de preference 
substitue par un ou encore plusieurs groupes Z. en po- 
sition ortho, ortho*, meta, meta' et/ou para., identi- 
ques ou differents les uns des autres. 

15 Un 9^oupe Ar prefere comporte un substi- 

tuant £ en para et repond a la formule 




D'autres produits dotes d'une efficacite 
inhibitrice elevee comprennent un groupe Ar substitue 
en outre en meta et meta' (a savoir sur les positions 3 
et 5),de formule : 2 
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Dans d'autres produits encore, Ar 
represente un radical de formule : 




Des significations preferees de Z 
correspondent a un groupe-hydroxy en position para et 
alcoxy en position meta et/ou meta 1 ,notamment,methoxy. 

Les composes correspondants dans lesquels 
Ar comprend, au lieu d'un groupe phenyle, un hetero- 
cycle, en particulier, un heterocycle azote tel q'un 
cycle pyridyle ou pyrimidyle, constituent egalement 
des composes avantageux. 
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Les derives de formule I dans laquelle Y repre- 
sents tin groupe - C - OR - sont prepares par condensation 

0 

d'un enolate de formule II avec un aldehyde aromatique 

de formule III : 

(R-jCH = C - OM 
2 I 

OR (il) 

Ar - C=0 

ce qui conduit a un derive de formule 

R. OH R 0 
W ./ 2 
Ar -C-CH-C-OR 
- II 

o 

qui est soumis^au cours de l'etape suivante^a une 
reaction de deshydratation permettant d'obtenir le 
produit de formule I recherche. 

Dans ces formules Ar , R, R^ et R 2 presentent 
les significations donnees ci-dessus et M represente 
un cation metallique- 

L'etape de condensation est avantageusement 
realise a une temperature voisine de 0°C en milieu 
solvant anhydre. Un solvant du type du tetrahydrof uranne 
convient a cet effet. L 1 enolate mis en oeuvre est obtenu 
par reaction de 1" ester avec un derive organometallique. 
Cette reaction est avantageusement realisee a temperature 
inferieure de preference a -50°C, et en milieu solvant 
anhydre. 

Pour l'etape de deshydratation, on utilise un agent 
de deshydratation du type de chlorurede thibnyle 

Le rendement eleve de ces e tapes, voire pratique- 
ment quantitatif , confere un grand interet a cette voie 
de synthese. 

Ce mode operatoire est egalement avantageusement 
applicable a la preparation des derives dans lesquels 
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Y represente un groupe cetone ou amide. On met alors en 
oeuvre dans le precede ci-dessus la cetone ou 1 '-amide 
approprie a la place de l f ester. 

Des produits dans lesquels Y represente un 
groupe -.CH = N - R sont obtenus par exemple par addition 
d'yne amine NH^R sur 1' aldehyde aromatigue, suivie d v une 
deshydratation. 

En variante, on .utilise comme produit de depart 
des acides de formule : 

Ar - C(R ) = C(R 0 ) - C - OH 

O 

et on forme le sel d'iminium de ces acides de formule : 

Ar - C(R-) = C(R_) - C = N + ^ Ri X* 

2 1 \ R« 

— * OH 

X representant un anion. 

Dans ces formules, Ar, ^ et R 2 presentent les 
significations donnees ci-dessus et R" et R" identiques 
ou differents 1 'un.de 1' autre, representent avajigageuse- 
ment un groupe alcoyle ou acyle. 

Pour former ces sels d'iminium, on opere avanta- 
geusement selon le procede decrit par Bohme et Vi^he 
dans Iminium Salt in organic chemistry • In Advanced 
organic chemistry - Ed - E.C. Taylor - Vol 9 - Part 1 et 
2 - John Wiley and sons - N.Y. 1976 et 1979. 

Les sels d'iminium sont prepares en operant par 
exemple selon la methode decrite dans Te fahedron Letters, 
1983, vol. 24, n° 14, p. 1543. 

En traitant le sel d'iminium de l'acide de depart 
par un exces d'alcool, on obtient 1' ester correspondant. 

Pour preparer des derives comport ant un groupe 
terminal amide, a la place du groupe ester, on opere 
avantageusement comme decrit ci-dessus, mais on utilise 
un derive roetallique d' amide, tel qu'un derive lithie. 

De mime, les ethers sont elabores en utilisant 
un exces d'alcool lineaire ROH, ou une quantite stoe- 
chiometnque, et les thiolethers, a partir de R5H. 
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Les composes de synthese definis ci-dessus 
possedent un effer inhibiteur eleve vis-a-vis de la pro- 
duction de lignine. 

L" etude effectuee in vitro concernant 1" action 
de ces produits a montre leur forte action iahibitrice vis-a-vis 
de la CAD purifiee. Compte-tenu des resultats obtenus en 
etudiant des composes diversement substitues, il apparait 
que ces composes agissent comme des inhibiteurs du type 
analogues de substrats. Leur action inhibitrice est done 
reversible. 

Les resultats obtenus in vitro ont ete 
avantageusement confirmes in vivo. On mesurera l'interet 
de cette action in vivo, qui ne pouvait etre previsible, 
ainsi qu f il est bien connu dans ce domaine, sur la base 
des resultats observes in vitro. Les travaux effectues 
a cet egard ont montre une action sur la synthese des 
flavonoides conduisanta une reduction de leur production. 
Cependant, la synthese des constituants biochimiques prin- 
cipaux n' apparait pas affectee dans son ensemble de maniere 
significative. On n 1 observe pas en outre d f effet sur les netallo- 
enzymes des vegetaux autres que la CAD. 

L • invention vise done 1 ' utilisation de ces 
composes pour reduire le taux de lignine des vegetaux 
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selon laquelle on met en oeuvre une quantity efflcace 
d'au moins un compose de formule I. 

Ces compositions d 1 inhibi.teurs f selon 
l 1 invention, se presentent avantageusement sous forme de 
5 poudre a diluer au moment de I'emploi, ou de solutions, 
de preference de solutions aqueuses renfermant ces inhi- 
biteurs. 

Les preparations sous forme de solutions 
auqeuses renferment avantageusement les inhibiteurs en 
10 question a raison d'au moins 200 pM. Des preparations 
preferees renferment de 200 jiM a 500jjM .avantaqeusement 
de 200 a 300pM. 

Ces preparations peuvent, en outre, 
renfermer d^utres ingredients utiles a la plante ,notam- 
15 ment, des elements nutritifs et/ou des agents de traite- 
ment. 

L 1 application est realisee de preference 
dans la phase ou les phases de lignif ication intense du 
vegetal. On opere par pulverisations ,arrosage ou autre 
20 mode approprie au type de vegetal traite. 

Compte-tenu de la sensibilite de 1' action 
des composes de 1' invention, on renouvelle avantageusement 
le traitement a plusierus reprises. 

Une pulverisation, trois a quatre fois, 
25 par exemple,a environ 15 jours d 1 intervalle,sur la production vegetale, 
au moment de la phase de croissance du vegetal ,permet 
de reduire le taux de lignine de maniere satisf aisante. 
Ce traitement jast utilisable sur des espeees vegetales 
variees telles que, par exemple, le peuplier, le mais, les 
30 plantes a tubercules et autres productions vegetales. 
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Dans le cas de plantes fourrageres, il 
en resulte une ingestibilite et une digestibilite accrues 
de ces dernieres par les ruminants ,permettant ainsi une 
augmentation de la productivity. 

5 Le procede de 1' invention revet egalement 

un interet essentiel dans 1 • alimentation humaine en 
permettant de reduire le taux de lignines dans les pro- 
ductions vegetales comme evoque ci-dessiis. Une pulverisation 
au moment du stockaqe des vegetaux renouvelee p une semaine 

10 d^intervalle environ deux a toutefois, s f avere generalement 
satisf aisante - 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1' invention apparaltront dans les exeraples qui suivent 
donnes a titre illustratif. 



Q1 55871 

13 

EXEMPLE 1 : Preparation de derives de formule I dans 
laquelle-Y. represente un groupe - Q" 01 *- 



de formule 



On prepare le ferulate de tert^obutyle (FTB) 




? ) CH-CH-C-O-C- CH 3 

0 ^ CH 3 



par condensation, au cours d'une premiere etape a), 
de l'enolate de l 1 ester tertio-butylique avec la vanilline, 
suivie d'une deshydratation, durant une deuxieme etape b), 
du produit de condensation forme. 

Ces etapes sont realisees comme suit : 

a) A une solution de lOmM d • isopropyl-amidure 
de lithium en solution dans 10 ml de tetrahydrof uranne 
(THF) , on ajoute a 78°C f goutte a goutte, 10 mM 

d' acetate de tertiobutyle. - 
On maintient 15 mn a -78°Ca l'abri de 
1>air ^ t de I'humidite. On ajoute ensuite a l'aide 
d'une seringue f goutte a goutte, 4mM de vanilline dans 

8ml de THF et on amene la temperature aO°C. Apres 1 heure 
sous agitation, on hydrolyse a l'aide de NH 4 C1 en solution 
saturee dans l'eau. On ajoute 10 ml et on extrait par 
l'ether (2 fois 20 ml). Apres decantation et sechage sur 
carbonate de potassium, on elimine le solvant (rende- 
ment en g -hydroxy ester : 85%). 

b) A 4 mM de 50 Cl 2 f en solution dans 4 mM 
de pyridine, on ajoute 2mM du 8 -hydroxyester 

obtenu a 1' etape precedente.. II se forme un melanqe _ 

visqueux brun qujon maintient sous agitation 5a 10 mn. 

On procede ensuite a une hydrolyse et une extraction 

par !■ ether en operant comme dans 1' etape a). Le rendement 
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est quantitatif. (Rp = 0,66 (chlorof orme avec 5 % de 
methanol) ; Rp du produit de depart : 0,46). 

En operant comme decrit ci-dessus. mais en 
utilisant a la place de 1' ester, le derive de cStone 
de thiol . on obtient les derives correspondants 

dans lesquels le groupe -C-O-tertio-butyle est remplace 
respectivement par le groupe -C-tertip-fcwtyleet-C-S-tertio- 

butyle. ° 

Dans d'autres essais, on utile a la place 
de la vanilline, des aldehydes aromatiques de formule : 




H C 
3 

EXEMPLE 2 : Variante de preparation du FTB ; 



On ajoute a 0 0 C. le chlorure de 
l $ acide oxalique (0.5 ml) a une solution de dimethylfor- 
mamide (DMF) distillee et sechee sur tamis (2mM; 0,154 ml) 
dans 3 ml de CH 2 C1 2 anhydre. 

On maintient l 1 agitation pendant 1 heure 
puis on evapore le sol van t a 1'abri de l'humidite. On 
obtient une poudre blanche. 

A -30 °C, on ajoute a ce residu. 3 ml d'aceto- 
nitrile. 5ml de THF anhydre et une solution de 2mM d'acide 
ferulique, de 2mM de pyridine dans 3ml de THF. L 1 addition 

se fait goutte a goutte. Le melange reactionnel devient 

* 

jaune. On maintient 1' agitation pendant 1 h et on ajoute, 
a - 30 °C, "un exces methanol (4ml) goutte a goutte. 

On maintient 1' agitation durant 30 mn puis on 
hydrolyse a l'aide de HC1 0,5N, on extrait a !• ether et on 
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neutralise par du bicarbonate de sodium a 5%. Le dans 
CH 2 C1 2 renfermant 5* de methanol est de 0,63 et le 
rendement de 96%. 

BXEMPLE 3 : Preparation d f amides des acides cinnaroiques : 
5 On opere selon le schema reactionnel cl-dessous : 




4jLes composes^ a 6 indiques sur ce schema sont prepares 
0 respectivemejit selon les etapes sulvantes : 
" - A 0°C f sous azote et agitation magnetique, H mmoles 
(1ml) &e chlorure d 'oxalyle sont ajoutees goutte a 
goutte a la seringue a travers un septum a une solution 
de '"mmoles de DMF anhydre (0,29 g;031 ml) dans 6 ml de 
15 CH* CI 0 . A la fin du degagement gazeu'x, l'agitation est 

maintenue 1 h a 0°C Apres elimination du solvant, on ob- 
tient une poudre blanche tres sensible a l'humidite. 

tf) Preparation du chlorure de carboxy methylenlminlum 

La poudre est mise en solution dans 16 ml de THP anhydre. 
20 On ajoute a -30°C goutte a goutte une solution de 3,6 
mmoles d'acide (0,7 g de la, 0,85 g de 1Jb ) / de *» mmoles 
de pyridine (0,32g) et de 6 ml deTHF. Le milieu reactionnel 
est soumis a agitation 1 heure a - 30°C et devient d'une 
consistance visqueuse et d'une couleur jaune pale. (Jj* et 
25 JJi correspondent respectivement a I'acide ferulique et a 
l'acide 0-acetyl ferulique). 
^) Preparation de 1 1 amino-pyridine lithie e : 

On opere a -30°C it partir de 12 mmoles (7,5mi) de butyl-* 
lithium (1,6M dans l'hexane) et de 12 mmoles (1,13 g) 
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de 2-aminopyridine dans 12 ml de THP (agitation pendant 
30°C. • 
(f) Siir le lithium on verse le sei d'lmirtlum prepare ci-dessufe 
sous azote, par 1 1 intermediaire d*uh coude de verre Ibde 
reliant les deux reacteurs. 

Le milieu reactionnel est rechauffe a la temperature ambiante 

et l'agitation est maintenue pendant 2 heures. 

Apres hydrolyse, et extraction a l'acetate d'ethyle, le 

DMF forme est distille. 

Le produit brut reactionnel (1 g) est purifie en chromatogra- 
phic sur colonne £luant CH 2 Cl 2 /acetate d'ethyle 9/1) 
et, si necessaire, en HPLC. On obtient apres purification 
196 mg ; 20% de produit attendu* 

Les produits Ar — ^ rapportes dans le tableau 




suivant ont ete prepares en operant selon les exemples 
ci-dessus. 





Ar 


R \ 


Bdt % 


(hydroxy-4 methoxy-3 phenyl) 
-3N(pyridyl-2)propene 2 
amide 


H0-/o) 
CH 3 (f 




20 PAP 


(methoxy-4 phenyl ) -3 
N(pyridyl-2)propene 2 
amide 




N 


80 


(hydroxy-4 methoxy-3 phe- 
nyl)-3 


H0-/o) 

q* 3 ° 


?6 H 5 
-NH-CH 
I 

CH 3 . 


72 FMT 

r " 
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EXEMPLE : 



- Synthese du Hthydroxy-4 methoxy-3 phenyl )] 3 propene- 
2oyl] thioxo 2 thfazolidine ou FMT, de formule 




Ce compose a ete prepare selon la methode de Fujita 
et al dans J.C.S. Perkin 1,11, 2470-2573,1980, soit 
en utllisant le dicyclocarbodimlde / soit k partir du 
chlorure de I'acide ferulique (le groupe hydroxyle est 
protege) en presence de sel de thallium. 

EXEMPLE 5 : Action in vitro d 1 inhibi teurs selon 

i» invention sur la lignif ication de vegetaux 

Les etudes dont les resultats sont rapportes ci-apres 
ont ete effectuees sur de jeunes plants de peupliej et de 
mals, variete INRA 400, obtenus en salle conditionnee 
(temperature maintenue a 22°C, humidite de 60 a 80% de 
saturation, eclairement de 10 000 lux b hemeroperiode 
de 12 heures). 

Les plants de peuplier sore cb*.enus a partir de boutures 
de l'annee (segments de tiges de 15 cm), piacees dans 
des bacs contenant de la vermiculite et arrosees quoti- 
diennement par une solution nutritive riche en azote 
presentant la composition suivante : 
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Composes 


Concentrations 


g/i 


KN0 3 


0.303 


KH 2 P0 4 


0,102 


K 2 HP0 4 


0,043 


NaCl 


0,011. 


Ca(N0 3 ) 2 


0,410 


Ca(N0 3 ) 2 ,H 2 0 


0,455 


Ca(NO 3 ) 2 ,4H 2 0 


0,590 


MgS0 4> 7H 2 0 


0,184 


NH 4 N0 3 


0,160 


Sequestrene de fer 


0.59x10""* 


MnS0 4 , H z O 


1,69 x 10" 3 


CuS0 4 , 5H 2 0 


0,25 x 10" 3 


ZnS0 4 , 7H 2 .0 


0,29 x 10" 3 


H 3 B0 4 


1,86 x 10" 3 


(NH 4 ) 6°24 Mo 7- 4H 2° 


0.035 x 10" 3 



I 
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Les echantillonnages ont ete ef fectues a partir de jeunes 
plants de peuplier ages de 3 mois et comportant entre 
20 et 25 entrenoeuds. 

Les fractions tissulaires ont ete bbtenues par grattages 
5 successifs au scalpel selon la methodologie decrite par 
GRAND # these de 3eme cycle , 1979 .Universite de Toulouse. 
Dans tous les cas , le vegetal est stabilise dans I'azote 
liquide. puis lyophilise pendant 48 h et conserve a -20*C 
dans des flacons colores et bouches. 

10 L»es seroences de mals sont mises a imbiber pendant 14 heures 
dans l'eau distillee, a la temperature ambiante, puis 
enfouies a 1 era de profondeur dans la vermiculite repartie 
dans des bacs en polyethylene. 

Les bacs sont arroses quotidiennement par une solution 
15 nutritive presentant la composition suivante : 



Composes 


Concentrations 






KNC 3 


1.01 




0.?7 


Mg50 4 . 7 


0.96 


Ca(wo 3 ) 2 . 4 H^O 


2.36 


Feci 3 


C.97 x ur 3 


EDTA (Ka 2 ) 


1.12 x Nf 2 


H 3 B0 3 


C.35 


»i50 4 . H 2 0 


0.35 


ct»so 4 . ..5iy> 


0.07 
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En vue du dosage des lignines, le materiel vegetal 
est prepare selon la methode decrite par ALIBERT et BOUDET 
dans Physiol. veg. 17. 75-82. 1979. 

50 a 500 mg de vegetal lyophilise, reduit en poudre 
au broyeur abilles Dangoumeau (Prolabo) est extrait 
par 10 ml d'eau distillee (3 fois), soumis a agita- 
tion 5 mn, puis a une operation de centrif ugation 
durant 5 mn a 3000 g. 

On recupere le culot de centrif ugation puis on 1" ex- 
trait a l'aide de 10 ml de NaCl M, 2% en Triton X 100 
(3 fois) et on soumet le melange a agitation 5 mn. 
Apres une centrif ugation de 5 ran, a 3000 g, on recu- 
pere le culot qu'on extrait en continu par un melange 
alcool-benzene lh ; v/v) avec un debit de lml ,mn~* 
(1 1/g de materiel vegetal).. Le residu obtenu est 
rince avec de l'ethanol absolu et seche sous vide. 
La preparation obtenue. appelee "poudre alcool-benzene" 
correspond a une fraction parietale enrichie en lignines 
et polysaccharides (cellulose, hemicelluloses ) . 
Les acides cinnamiques. lies aux lignines sous formes 
d 1 esters, sont liberes par hydrolyse des "poudres 
alcool-benzene" par de la soude 2N pendant 1 heure 
sous atmosphere d' azote. 

Apres reacidif ication a pH2 par de l'acide chlorhydri- 
que 3N et centrif ugation . le surnageant contenant les 
acides cinnamiques est separe du residu. Les 
"poudres alcool-benzene" ainsi hydrolysees sont lavees 
par de l'eau distillee jusqu'a pH neutre et sechees , sous 
vide dans un dessiccateur en presence de silica .-gel. 
Les. teneurs en lignines sont estimees par la methode 
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gravimetriques de KLASON (Tappi Standard method T12m) 
modifiee par EFFLAND decrite dans Tappi, 50, 143-144) 

On rapporte dans le tableau suivant les resultats 
obtemis concernant 1'effet mesure'in vitro d 1 inhibiteurs 
5 selon I 9 invention a dlfferehtes concentrations vis-a-vis 
de la CAD de peuplier isolee selon la methode de SARNI et 
al, flans t EUR0P JOURNAL OF BIOCHEMISTRY J 39 , P .259-265 » 1984. 

Inhibition 
% a 2mM 



40 



75 



55 

inhibition 
a 

0,062 0,125 O,250hM 
28 100 

0 66 100 

29 63 100 



Les mesures des trois derniers resultats ont ete 
10 realisees dans le sens physiblogique c. f est-a-dire en suivant 
la reduction de l'aldehyde conif erylique(oxydation du MADPH 
mesuree a 340 nra). 

Cette inhibition mesuree in vitro dans le sens 
physiologique (pH 6,5) est 10 a 15 fois plus importante 
* * 15 que -dans le sens inverae*, c * est-a- dire alcool - ■ > aldehyde .- - 
(pH 8,8). 
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Ces r£sultats montrent l'efficacit6 d' inhibiteurs 
de 1" invention* 

. . Le d£riv£ d£signe FTB dans lequel 
le noyau aromatique est substitu^ en para et en m£ta 
permet d'obtenir des taux d" inhibition d 1 environ 75 X. 

Lcs derives rarxespondants dans lesquels la chalne est 
saturee dorment respecti-vement des taux d'inhibition de15,Z0 
et 25 %. Les raeilleurs resultats obtenus avec 1 • insaturaticn ethyle- 
nique confirms l'analogie d'acticn avec les substrats naturels de 
l 1 enzyme. 

L 1 etude in vitro, dans les conditions rapportees 
ci-dessus, de derives coraportant un heterocycle azote 
et/ou des groupes terminaux ether , alcool, thiols, ce tone, 
amide ou acide, a egalenent confirms l'efficacite de ces 
produits vis a vis de 1' inhibition de la CAD. 

L f etude des modalites d' action des inhibiteurs 
de 1' invention montre la reversibilite de leur action. 
Ainsi, la dialyse d'un melange enzyme - FTB, a la 
concentration de 2 mM contre un tampon tris/HCl 0, 1 M, 
pH 7,5, pendant 14 heures a 4°C et la mesure avant et 
apres dialyse de I'activite de CAD, montre une restitution 
totale de I'activite CAD- 

L 1 etude de leur action sur differentes enzymes a 
egalement ete realisee. 

On a etudie ainsi 1« action d • inhibiteurs selon 
1' invention sur des enzymes du metabolisme phenolique 
telles que la phenylalanine ammonialyase (PAL), la 
catechol 0-methyl transferase (OMT) , 1 1 hydroxycinnamate : 
CoA ligase (HC1) et la cinnamoyl : CoA reductase (CCR) , 
et des enzymes vegetales a zinc, telles que l'ethanol 
dehydrogenase (EDH) , la superoxyde dismutase (SOD) et 
l'anhydrase carbonique (CA) . 
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Les resultats obtenus, par exanple avec leFTB montre qu'il 
n'agit pas sur 1'fEH, la SOD et l'AC. E n revanche, il s'avere 
actif , mis a part la CAD. vis a vis de la PAL et de la 

CCR. 

EXEHPLE 6 : Action in vivo d • inhibi teurs selon l'inven- 
tion sur la lignif ication. 



On rapporte ci-apres les resultats obtenus avec les 
composes >Ju tableau ci-dessus. 

Pour evaluer 1'effet de ces inhibiteurs sur le processus 
de lignif ication. on a etudie notamment leur action : 

1) sur le taux d • incorporation d'un traceur 
radioactif correspondant a un precurseur des lignines. 
a savoir l'acide cinnamique ( 14 C 3 ) t dans des fractions de 
xylene de peuplier isolees a partir de tioes de peuplier 
(ce qui represente un moyen rapide d' evaluer le flux 
de synthese des lignines sur un systeme simplifie) et 
dans les parties aeriennes du peuplier (ces experiences 
de plus longue duree conservent un caractere de mesure 
dynamique. se rapprochant des conditions physiologiques ) . 
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2) sur les quantites 'de lignines formees 
par des cultures'^ rlusieurs semaines de plants de mais, 
realisees en presence d ■ Inhibitturs # Dans ce cas . 
l'effet est observe sur 1 • accumulation du polymere dans 
des conditions naturelles. 

1)- Etude de l'effet des inhibiteurs sur la 

synthese des lignines radioactives a partir d'acide 
14 

cinnamiqu^ ( C^). 

a) Dans des fractions de xyleme isolees a partir 
de tiges de peuplier. 

L'acide cinnamique ( 149mCi/mmole ,CEA ) est apporte 
aux fractions tissulaires isolees a partir de jeunes 
tiqes de peuplier selon la technique de GRAND decrite 
dans la these de 3eme cycle mentionnee ci-dessus. 

Les tissus de xyleme isoles (300 mg par essai) sont 
mis en suspension dans des fioles d 1 erlenmeyer (25ml) , 
bouchees par du coton carde contenant : 

- du tampon Tris/HCl, 0.1M, pH 7,5 (qsp 5ml) 
maintenant le pH entre 7 et 8, 

- du Dextran T40 (25 g/1) utilise comme agent osmotique 
ne constituant pas une source de carbone pour la cellule 
vegetale , 

- du^ mercaptoethanol (0,lmM), antioxydant qui empeche 
un brunissement tres rapide des tissus, 

- de I'ether monome thylique de Methylene glycol 
(EM MEG ) (50 ul) ou des inhibiteurs solubilises dans ce 
polyol (50 ul ) B 

- de l'acide cinnamique ( C^) (2,5 pCi). 

Les fioles sont placees a 26°C, sous agitation 
orbitale (agitateur New Brunswick modele G 10,100 rpm) 
et sous un eclairement de 4000 lux pendant 30 La 
radioactivi te incorporee par les lignines est alors 
estimee a partir de "p^udre a 1 cool -benzene" obtonu par 
extraction a 1 • alcool-benzene des fractions tissulaires 
lyophilisees et reduites en poudre. 
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Afin cle mesnrer I'absorptioncU? 1 'acMei ci nnaniriue nar les fractions 
tissulaires et cie corriger d'eventuel les *1if ffcronces d'abscrntion selcn les 
tissus,t;ne fraction ahauote du milieu d' incubation (50 jih e:tcr&I»YAa 
Sdfff*rents temp* et la radioactivity estl^se au carinteur b suntil laticn 
5 liquide. 

b) dans les tiqes de pouplicr - 

Afirirde verifier chez des tiqes de 

peuplier Inaction de tes inhibiteurs, on realise 

des incorporations d'acide cinnamique (5 ^iCi 1 a d"es 
10 rameaux comportant 12 cntrenoeuds selon la technique 

de la tige sectionnee decrite par BOUDET dans C.R. Acad. 

Sci. Paris, P 1966-1968. 269 , 1969. 

La radioactivite des lignines est mesuree apres 96 

heures de metabolisation. 
15 Lorsque la metabolisation est effectuee en presence 

des inhibiteurs, on observe une diminution de 

la radioattivite incorporee dans les lignines. 

2- Effet des inhibiteurs sur des plants 
de mais - 



20 



25 



30 



Des plants de mais ont ete traites pendant 10. 20 
ou 30 jours par les inhibiteurs de 1 1 invention a differentes 
concentrations - 

Les .inhibiteurs sont ajoutes au milieu nutritif . 

Les cultures sur vermiculite (20 plants) sont arrcsees 
quot idiennemen t par 250 ml de milieu (avcc ':u .sans 
inhibiteurs). Les semis constituent le temps 0 de la 
culture, 1' addition des inhibiteurs. au milieu nutritif 
est realisee des l'emergence de la partie aerienne 
(2 a 3 jours). Les. differentes caracteristiques des 
plants sont estimees apres 10, 20 ou 30 jours. 



35 
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Al) Tnf luanea du traitement W la croiasanca 

daa plants de mala - 
On ne note aucune difference significative entre 
les plants traites et les plants t&noins. 

A2) Influence du trai tement sur les teneurs en 
lianines - 

Apres hydrolyse par la soude dels "poudres alcool- 
benzene" dans des conditions qui eliminent les acides 
cinnamiques esterifies a la paroi, on estime les teneurs 
en lignines par la methode de KLASON. 

Les resultats obtenus montrent que le traitement 
des plants par ces inhibiteurs conduit a une baisse 
significative des teneurs en lignines- Ainsi pour une 
concentration de 300/iM et 30 jours de culture, le FTB 
entralhe une inhibition d f environ 40 a 50 %. 

A3)Etude de la specif icite d' action des 
inhibiteurs in vitro - 

Ces etudes ont'ete realisees sur des plants de 
roaxs ages de 30 jours et traites avec FTB, PCB et 
STB. 

Les teneurs en proteines solubles, chlorophilles , 
polysaccharides parietaux et acides nucleiques n'appa- 
raissent pas signif icativement affectees. Ces composes 
etant reconnus d'une maniere generale comme des 
"marqueurs" du metabolisme general, ces resultats mon- 
trent que les inhibiteurs de 1* invention possedent une 
action relativement specifique sur le processus de li- 
gnif ication . 

Des resultats analogues ont ete obtenus avec 
les inhibiteurs de formule (I) dans laquelle Ar 
represente un heterocycle, en particulier, un hete- 
rocycle azote pyridyle ou pyrimidyle. 
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Les composes dans lesquels Z represente un 
a tome d'halogene ou un groupe alcoxy ont egalement 
donne des resultats satisf aisants.De meme, 1' utilisation 
de divers groupes esters , acides, amides, thiols, 
cetones amines, ethers et alcools primaire et secondaire 
correspondants , 'et de leurs derives, sur la chaine late- 
rale permet d^obtenir des inhibiteurs efficaces. 

L k ensemble des resultats ci-dessus met en 
evidence les proprietes avantageuses des inhibiteurs de 
1" invention. 

L 1 etude de cette famille d 1 inhibiteurs a 
egalement montre qu'ils n 1 af f ectaient pas sensiblement 
les autres constituants biochimiques de la plante, 
ce qui ne pouvait etre previsible sur la base des 
resultats in vitro* 

L'efficacite de ces inhibiteurs qui se sont 
reveles de plus depourvus de toxicite pour les plantes, 
est done avantageusement mise a profit, selon 1' invention, 
pour moduler en baisse la lignif ication des vegetaux , 
en vue de leur utilisation dans divers domaines. 

L 1 etude de la digestibilite par les animaux de plantes 
fourrageres telles que fetuques, luzerne hypolignif iees 
montre une meilleure assimilation du vegetal, ce qui 
permet d'augmenter la product! vite. 
On a egalement augmente la conservation de divers 
vegetaux traites pendant leur culture a I'aide des 
inhibiteurs de l 1 invention. 



I 
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Des productions vetetales utilisables pour 
1' alimentation humaine, qui habituellement deviennent 
impropres a la consommation deux ou trois semaines 
apres leur recolte, peuvent etre ainsi conservees 
plusieurs mois. 

D'une maniere generale, 1' invention fournit 
done les moyens de valoriser la biomasse vegetale, en re- 
duisant le taux de lignine qui constitue quantitativeroent 
dans les vegetaux le second polymere apres la cellulose. 
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1. - Composes possedant des propriet£s inhibi trices 
vis-a-vis de la biosynthese de la lignine dans les 
vegetaux repondant a la formule I : 

Ar-c(R 1 ) = c (r 2 ) - y 

5 dans laquelle : 

- Ar represente au moins un cycle aromatique 
en particulier un groupe phenyle ou un heterocycle, 

en particulier, un heterocycle azote tel qu'un radical 
pyridyle ou pyrimidyle, le groupe aromatique ou heterocycli- 

10 que etant, le cas echeant, substitue par au moins un radi- 
cal Z en position ortho, meta ou para, 35 etant choisi de 
preference parmi le groupe -OH, alcoxy renfermant notamment 
de 1 a 4 atonies de carbone, -NH 2 , -NH (ale. ou lUBv ),-N- 
(alc>2, ale. representant un groupe alcoyle, notamment 

15 de 1 a 4 atomes de carbone et fwf representant un radical 
aromatique tel qu'un groupe phenyle ; 

- R^ et R 2 . identiques ou differents l"un de 

l f autre, representent un atome d'hydrogene, d'halogene ou 
un groupe alcoyle ou alcoxy, de preference de 1 a 4 atomes 
20 de carbone, et 

- Y represente un groupe fonctionnel tel qu'un 
groupe de structure -fj-° R > ^ ' ^ " SR » -jj-N(R f )R, 

-CH 2 OR, -CH(R')-0R, -CH=N-R , R et R • identiques ou diffe- 
rents l'un de l 1 autre representant un atome d'hydrogene, un 
25 radical alcoyle lineaire ou ramif ie, notamment de 1 a 4 
atomes de carbone, un radical ~( CH 2*n~ N N f — ^ tan * un entier, 
identique ou different pour R et R' # de preference de 1 a 4, 
ou au moins un cycle aromatique ou encore un heterocycle, 
notamment un radical thiazolyle ou pyridine, l^tome d'azote 
30 etant, le cas echeant, un element de l'hetorocycle, et les 
derives de ces groupes f onctionnels . 
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2. - Composes selon la revendication 1, caracterises 
en ce que R 1 represente un atome d'halogene et R 2 , 

un atome d'hydrogene. 

3. - Composes selon la revendication 1, caracterises 
5 en ce que R^ et R 2 representee t de I'hydrogene. 

4. - Compose, selon la revendication 1, caracterise 
en ce qu'il s'agit • 

- du ferulate de tertiobutyle de formule : 



HCK' \VCH^CH-C-0-C- CIU 

H^CO 



O x CH 3 



10 



- du ferulate d ' amidopyridine de formule 



H0 ^0^ CH = CH-CO-NH- 



- du FMT de formule : 



H0 " / o"V CH=CH-C0-H X£ ^ 
Me | 

5._ procede de preparation de composes selon la 

15 revendication 1, caracterise en ce que lorsque Y repre- 
sente un groupe -J-OR. on effectue la condensation d'un 

enolate de formule II avec un aldehyde aromatique de 
formule III : 

(R 2 )CH = C - OM 

OR (ID 
20 Ar - C = O 



tin) 
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ce qui conduit a un derive de formule 

R, OH R 9 

Ar - C - CH - C - OR 

II 
0 
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qui est sounds, au cours de l'etape suivante, a une 
reaction de deshydratation permettant d'obtenir le 
produit de formule I recherche, Ar, R, R^ et R 2 

presentant dans ces formules les significations donnees 
> ci-dessus et M representant un cation roetallique, ou 

lorsque Y ^epresente un groupe cetone ou amide, on met 
en oeuvre dans la reaction ci-dessus la cetone ou 1* amide 
approprie a la place de 1* ester, ou 

lorsque Y represente un groupe -CH = N-R, on fait reagir 
0- une amine R avec un aldehyde aromatique puis on 

soumet le produit resultant a une reaction de deshydra- 
tation, ou 

selon une variante, pour preparer les produits dans les- 
quels Y represente un ester, on utilise comme produit de 
5 depart des acides de formule : 

Ar - C (R x ) = C(R 2 ) - £ - OH 



on forme, en operant de maniere en soi connue, le sel 
d'iminium de ces acides de formule : Rt 

Ar - C(RJ = C{R 9 ) - C = X" 
20 X~representant un anion. OH 

hf • J^i et -^2 P resentant <*ans ces formules les significations 
donnees ci-dessus , _R ' et _R" identiques ou differents l'un de 
1' autre, representant avantageusement un groupe alcoyle ou 
acyle, puis on fait reagir le sel d'iminium de l'acide 
25 de depart avec un exces d'alcool, ce qui conduit a 1' ester 
correspondant , ou pour preparer des derives comportant un 
groupe terminal amide, a la place du groupe ester, on opere 
comroe decrit ci-dessus, mais on utilise un derive metallique 
d* amide, tel qu'un derive lithie, ou pour preparer les ethers 
correspondants on utilise un exces d*alcool lineaire ROH , ou 
une quantite stoechiometrique , les thioethers etant obtenus a 
partir de RSH. 
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6. - Compositions pour reduire le taux de lignine 
dans les vegetaux caracterisees en ce qu'elles ren- 
ferment une quantite efficace d'au moins un compose 
selon 1'une qudconque des revendications 1 a 4, le cas 

5 echeant, €n combinaison avec des agents nutritifs ou 
de traitriement des vegetaux. 

7. - Compositions selon la revendication 6, carac- 
terisees en ce qu'elles se presentent sous forme de 
poudres a diluer ou de solutions aqueuses. 

10 8.- Compositions selon la revendication 7, 

caracterisees en ce qu'elles se presentent sous forme 
de solutions aqueuses renfermant au moins 200 jiM d'au 
moins un compose selon l'une quelconque des revendications 
1 a 7, de preference de 200 a 500 jiM. 

15 9.- Application des compositions selon l'une quelcon- 

que des revendications 6 a 8 au traitement des plantes 
fourrageres et des productions vegetales. 
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